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摘要：目的　了解育龄妇女叶酸代谢相关基因多态性的分布状况，利用基因检测技术筛查出叶酸利用能力差的高风险人群，
为育龄妇女提供科学合理的叶酸补充方案。方法　选取１４４例育龄妇女作为研究对象，通过 ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增、ＰＣＲ产物
基因测序等分子生物学技术对亚甲基四氢叶酸还原酶（ＭＴＨＦＲ）和甲硫氨酸合成酶还原酶（ＭＴＲＲ）等叶酸代谢相关基因进行
单核苷酸多态性（ＳｉｎｇｌｅＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ）位点的检测。结果　ＭＴＨＦＲ６７７位点 ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型频率分别为
２１．５％、４０．３％、３８．２％；ＭＴＨＦＲ１２９８位点ＡＡ、ＡＣ、ＣＣ基因型的频率分别为７５．０％、２２．２％、２．８％ ；ＭＴＲＲ６６位点 ＡＡ、ＡＧ、
ＧＧ基因型频率分别为６３．２％、３１．３％、５．６％。结论　通过对ＭＴＨＦＲ基因和ＭＴＲＲ基因相关位点的检测，可筛查出叶酸利用
能力差的高风险人群，为其合理增补叶酸提供科学依据。
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　　研究证实孕妇机体叶酸水平不足是导致出生
缺陷的主要原因，叶酸缺乏一般由补充不足和利用

能力差两方面因素引起；遗传因素会影响叶酸的利

用能力，如叶酸相关代谢基因功能异常，即便按正

常量补充叶酸，也会造成机体叶酸水平不足。个体

遗传因素不同会导致机体对叶酸代谢能力的差异，

利用基因检测技术筛查出叶酸利用能力差的高风

险人群，依据检测结果合理补充叶酸，可大大降低

神经管缺陷的发病风险，另外也可降低孕妇贫血、

妊娠高血压、早期流产、早产等的发生风险［１５］。

亚甲基四氢叶酸还原酶（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏ

ｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）和甲硫氨酸合成酶还原酶
（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＲＲ）是叶酸代谢
过程中的关键酶。ＭＴＨＦＲ和 ＭＴＲＲ基因存在多种
基因多态性位点，ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和 ＭＴＲＲ
Ａ６６Ｇ位点是最常见的突变位点。这些基因多态性
会影响编码酶的活性，导致血清中叶酸、维生素Ｂ１２
水平降低，同型半胱氨酸升高［２］。本研究旨在通过

分析育龄期妇女 ＭＴＨＦＲ基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和
ＭＴＲＲ基因 Ａ６６Ｇ位点多态性位点分布状况，筛查
出叶酸利用能力差的高风险人群，为其合理增补叶

酸提供科学依据。

１　资料与方法
１．１　一般资料　依据患者知情同意及河南大学附
属郑州颐和医院医学伦理委员会批准，选择２０１５年
８月至２０１６年８月在河南大学附属郑州颐和医院
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妇科门诊进行叶酸利用能力基因检测的育龄妇女

作为研究对象，纳入标准为同意静脉血采集的人群，

排除非郑州人群及 ＤＮＡ抽提不符合要求者，共计
１４４例，年龄范围１９～４２岁，年龄（２７．１±５．２）岁。
１．２　实验方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　采用乙二胺四乙酸盐（Ｅｔｈｙｌ
ｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｍ，ＥＤＴＡ）抗凝管抽取受试
者３ｍＬ静脉血，用北京天根公司基因组 ＤＮＡ试剂
盒提取 ＤＮＡ，ＴＥ（ＴｒｉｓＥＤＴＡ）缓冲液溶解，调节
ＤＮＡ浓度１００μｇ·μＬ－１。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ的引物（北京六
合华大基因科技有限公司）：正向引物 ＦＰ：５
ＣＣＣＣＡＡＡＧＣＡＧＡＧＧＡＣＴＣＴＣＴＣＴＧ３；反向引物 ＲＰ：
５ＣＧＡＧＧＡＣＧＧＴＧＣＧＧＴＧＡＧＡＧＴ３； ＭＴＨＦＲＡ１２９８Ｃ
的引物（华大科技）：正向引物 ＦＰ：５ＧＣＡＣＧＴＣ
ＣＣＴＣＴＧＴＣＡＧＧＡＧＴＧＴＧ３；反向引物 ＲＰ：５ＴＴＧＣ
ＣＡＴＧＴＣＣＡＣＡＧＣＡＴＧＧＡＧ３；ＭＴＲＲＡ６６Ｇ的引物（华
大科技）：正向引物 ＦＰ：５ＣＡＴＧＣＣＴＴＧＡＡＧＴＧＡＴ
ＧＡＧＧＡＧＧＣ３；反向引物 ＲＰ：５ＡＣＴＴＧＴＴＣＴＣＡＣ
ＣＣＴＧＴＧ３；反应体系含纯水８．５μＬ，ＥｘＴａｑ酶１２．５
μＬ，正向引物 １μＬ，反向引物 １μＬ，ＤＮＡ模板 ２
μＬ，总反应体系２５μＬ。反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，
９４℃ ３０ｓ，６２℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，共 ３５个循环，
７２℃ ５ｍｉｎ后４℃保存。
１．２．３　对ＰＣＲ产物进行Ｓａｎｇｅｒ测序　将测序结果与
标准序列比对（北京六合华大基因科技有限公司）。

２　结果
２．１　Ｓａｎｇｅｒ测序结果分析　ＰＣＲ产物经Ｓａｎｇｅｒ测
序后，通过峰图比对可清晰的区分出该样本携带的

不同基因型：野生纯合、杂合、突变纯合。经过数据

综合，每个样本在 ＭＴＨＦＲ基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和
ＭＴＲＲ基因Ａ６６Ｇ位点的分析数据均被获得。各种
突变参见图１～３。

图１　部分样品ＭＴＨＦＲ基因Ｃ６７７Ｔ结果

图２　部分样品ＭＴＨＦＲ基因Ａ１２９８Ｃ结果

图３　部分样品ＭＴＲＲ基因Ａ６６Ｇ结果

２．２　ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和ＭＴＲＲＡ６６Ｇ基
因多态性分布　统计１４４例正常育龄妇女 ＭＴＨＦＲ
基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ位点的基因型分布发现，ＭＴＨ
ＦＲ基因 Ｃ６７７Ｔ位点在育龄妇女中的多态性，野生
纯合（ＣＣ）、杂合（ＣＴ）、纯合突变（ＴＴ）基因型频率
分别为２１．５％、４０．３％、３８．２％，Ｃ／Ｔ等位基因型频
率为４２．０％、５８．０％；ＭＴＨＦＲ基因 Ａ１２９８Ｃ位点在
育龄妇女中的多态性，野生纯合（ＡＡ）、杂合（ＡＣ）、
纯合突变（ＣＣ）基因型的频率分别为 ７５．０％、
２２．２％、２．８％；Ａ／Ｃ等位基因型频率为 ８６．０％、
１４．０％；进一步分析发现６７７ＣＴ与１２９８ＡＣ复合突
变有２３例；分析１４４例育龄妇女 ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点
基因多态性，ＡＡ、ＡＧ、ＧＧ基因型频率分别为
６３．２％、３１．３％、５．６％。Ａ、Ｇ等位基因型频率为
７８．０％、２２．０％。

假设每个位点相对独立，依据中国疾病预防控

制中心叶酸利用能力的研究得出的结论，我们对

ＭＴＨＦＲ基因 Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ、ＭＴＲＲＡ６６Ｇ三个位
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点进行综合风险评定，根据检测结果把个体叶酸利

用能力的风险分为未发现风险、低度风险、中度风

险和高度风险，指导个体实现个性化补充叶酸。

３　讨论
基因的多态性在人类基因组中非常普遍，在某

些情况下，基因多态性会导致蛋白质产物的生物活

性发生改变。遗传变异（多态性）在人类基因组中

十分普遍，在某些情况下，可能导致蛋白质产物的

生物活性改变。当 ＭＴＨＦＲ Ｃ６７７Ｔ、Ａ１２９８Ｃ和
ＭＴＲＲＡ６６Ｇ位点发生突变，可能导致血清中叶酸、
维生素Ｂ１２水平的降低，及同型半胱氨酸升高等一
系列改变［６］。叶酸缺乏会影响母婴健康，早期可能

引起自然流产，孕中晚期引起孕妇胎盘早剥、巨幼

细胞性贫血、妊娠期高血压等的发生风险，我国妇

幼保健中心建议备孕妇女孕前３个月开始服用增
补４００μｇ叶酸，增补到孕３个月一般继续增补，但
随着胎儿生长发育，母体的血容量、乳房、胎盘的发

育使得叶酸的需要量大增，如孕妇同时伴有叶酸相

关代谢基因的突变，更易造成叶酸不足［７８］；孕妇体

内叶酸含量不足胎儿则有发生神经管畸形、唐氏综

合征、唇腭裂、先心病的可能［１］。

本研究通过对育龄妇女进行 ＭＴＨＦＲ基因和
ＭＴＲＲ基因多态性分析，发现 ＭＴＨＦＲＣ６７７Ｔ位点
ＣＣ、ＣＴ、ＴＴ基因型频率分别为 ２１．５％、４０．３％、
３８．２％。ＴＴ型所占比例与已知的山东潍坊
４１．８２％［９］接近，高于西安、广西地区 ＴＴ基因型频
率（分别为１９．９％、１５．７％）［１０１１］；我们认为，采样

人群不同、研究地区不同都可能造成研究结果的差

异。研究发现［１２］，携带６７７ＴＴ纯合子基因型时其体
内ＭＴＨＦＲ酶活性仅为４５％，１２９８ＡＣ杂合子基因型
其体内 ＭＴＨＦＲ酶活性为 ６８％，而 （６７７ＣＴ＋
１２９８ＡＣ）复合杂合子基因型个体 ＭＴＨＦＲ酶活性为
４１％。６７７ＣＴ和６７７ＴＴ变异基因型发生较高人群的
血清叶酸浓度会显著降低，同型半胱氨酸水平会升

高，这些改变与巨幼细胞性贫血密切相关［１３１６］。

综上所述，通过叶酸代谢相关基因多态性检测

提示有部分育龄期妇女存在叶酸代谢障碍，加之妊

娠３个月后不再增补叶酸，容易造成叶酸缺乏。对
ＭＴＨＦＲ基因、ＭＴＲＲ基因相关位点的检测，可直接
评估个体的叶酸利用能力，实现个性化增补叶酸，

使体内叶酸维持在适宜水平，为今后开展优生优育

保健工作提供比较有价值的医学遗传学方面的参

考依据。
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